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RESUMO 
Introdução: O glioblastoma (GBM) é o mais comum e agressivo entre os tumores primários 
malignos do sistema nervoso em adultos. Apesar dos avanços terapêuticos, o prognóstico dos 
pacientes que recebem o tratamento baseado em cirurgia, radioterapia e quimioterapia é 
sombrio, com uma mediana de sobrevida global de 15 meses. Portanto, o desenvolvimento de 
novas terapias se faz necessário, sendo a manipulação do sistema imune contra o tumor uma 
alternativa promissora. Os antígenos câncer-testículo (CTA) formam um grupo de peptídeos 
cuja expressão está restrita a tumores e às células da linhagem germinativa, o que os coloca 
como excelentes candidatos a alvos de vacinas antitumorais. Entretanto, poucos estudos 
avaliaram sistematicamente a expressão gênica dos CTA em GBM. Objetivo: Avaliar o perfil 
de expressão de um grande número de CTA em GBM. Método: Dentre os 153 genes CTA 
descritos, foram selecionados 30 potencialmente expressos em GBM e seus padrões de 
expressão foram avaliados por RT-PCR em uma série de 48 GBM e 5 amostras de cérebro 
normal. A expressão da proteína CTCFL também foi avaliada por imuno-histoquímica. 
Resultados: Entre os CTA sem expressão no cérebro normal, ACTL8 (57%), OIP5 (54%), 
XAGE3 (44%) e CTCFL (15%) estavam frequentemente expressos em GBM, enquanto que 
mais de 85% dos tumores expressavam ao menos um destes quatro CTA. A coexpressão de 
dois ou mais CTA ocorreu em 49% dos casos. A expressão da proteína CTCFL foi detectada 
em 13% dos casos de GBM e foi negativa em amostras cerebrais normais. A expressão de 
OIP5 e a expressão de 3-4 CTA foram associadas a melhor sobrevida global, mediana de 48 
versus 23 semanas (HR 0.53; IC 95% 0.28-1.01; p=0.032) e mediana de 100 versus 26 
semanas (HR 0.36; IC 95% 0.17-0.74; p=0.017), respectivamente. Pela análise multivariada, a 
positividade para 3-4 CTA (p=0.044), radioterapia (p=0.010) e quimioterapia (p=0.001) foram 
fatores prognósticos independentes para sobrevida global. Conclusão: GBM frequentemente 
expressa ACTL8, OIP5, XAGE3 e CTCFL, sendo que uma porcentagem elevada de tumores 
expressa pelo menos um destes quatro CTA, o que abre uma perspectiva para a sua utilidade 
como alvos para imunoterapia. Além disso, a positividade de RNAm para 3-4 CTA foi um 
preditor independente de melhor sobrevida global para pacientes com GBM. 
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ABSTRACT 
Background: Glioblastoma (GBM) is the most common and deadliest of malignant primary 
brain tumors in adults. GBM confers a dismal prognosis despite advances in current therapy, 
with a median survival of 15 months with standard-of-care surgery, radiation and 
chemotherapy. Therefore, the development of new therapeutic options is desired. Cancer 
immunotherapy is a promising approach. Cancer/testis antigens (CTA) are a group of peptides 
whose expression is restricted to tumors and germ cells, which puts them as excellent 
candidates for targets of anti-tumor vaccines. However, few studies have systematically 
evaluated the CTA gene expression in GBM. Objective: The aim of this study was to 
determine the expression profile of a large number of CTA genes in GBM. Method: We 
selected, from 153 CTA genes, those genes potentially expressed in GBM. The expression 
pattern of 30 CTA was then evaluated by RT-PCR in a series of 48 GBM and 5 normal brain 
samples. The presence of CTCFL protein was also evaluated by immunohistochemical 
staining. Results: Among the genes with no expression in normal brain, ACTL8 (57%), OIP5 
(54%), XAGE3 (44%) and CTCFL (15%) were frequently expressed in GBM, while over 85% 
of the tumors expressed at least 1 of these four CTA. Coexpression of two or more CTA 
occurred in 49% of cases. CTCFL protein expression was detected in 13% of the GBM and 
was negative in normal brain samples. GBM cases expressing OIP5 and 3-4 CTA was 
associated with significantly better median overall survival (OS) rates, 48 versus 23 weeks 
(HR 0.53; 95% CI 0.28-1.01; p=0.032) and 100 versus 26 weeks (HR 0.36; 95% CI 0.17 to 
0.74; p=0.017), respectively. By multivariate analysis, mRNA positivity for 3-4 CTA 
(p=0.044), radiotherapy (p=0.010) and chemotherapy (p=0.001) were independent prognostic 
factors for OS. Conclusion: GBM frequently express ACTL8, OIP5, XAGE3 and CTCFL. A 
relatively high percentage of tumors expressed at least one of these four CTA, opening the 
perspective for their utility in antigen-specific immunotherapy. Furthermore, mRNA 
positivity for 3-4 CTA is an independent predictor of better OS for GBM patients.   
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1. INTRODUÇÃO 
Embora o conhecimento a respeito da histopatogênese dos glioblastomas (GBM) 
tenha aumentado nos últimos anos, juntamente com o desenvolvimento de técnicas mais 
avançadas de diagnóstico e tratamento, isso não se traduziu em resultados expressivos de 
sucesso terapêutico. O glioblastoma continua sendo um tumor de prognóstico sombrio.  
Assim, o desenvolvimento de novas terapias se faz necessário, sendo a manipulação 
do sistema imune contra o tumor uma alternativa promissora, uma vez que o 
estabelecimento de uma resposta imune específica é capaz de auxiliar no controle tumoral, 
sem a toxicidade dos agentes citotóxicos atuais e com a capacidade de persistência do efeito 
antitumoral causada pela memória imunológica. 
Até o presente momento, pouco se conhece sobre potenciais moléculas-alvo e o 
subsequente desenvolvimento de estratégias imunoterapêuticas para glioblastomas. Um pré-
requisito para o desenvolvimento de abordagens imunoterapêuticas baseadas em antígenos 
tumorais específicos é a identificação de produtos imunogênicos presentes 
predominantemente nas células tumorais. Os antígenos câncer-testículo (CTA) formam um 
grupo de peptídeos cuja expressão ocorre predominantemente nos tumores e nas células da 
linhagem germinativa. Devido a sua alta imunogenicidade e expressão restrita, os CTA são 
candidatos ideais para o desenvolvimento de imunoterapias mediadas por anticorpos ou 
linfócitos T citotóxicos. Ensaios clínicos nos quais CTA são utilizados como alvo para o 
desencadeamento da resposta imune antitumoral no tratamento de melanomas e câncer de 
pulmão estão em andamento. Apesar do avanço no estudo dos CTA em vários tipos tumorais, 
pouco mais de 20 dos 153 CTA descritos foram, sistematicamente, avaliados em pacientes 
com glioblastomas. Assim sendo, este trabalho teve como objetivos: 
1.1. Objetivo Geral 
- Determinar o perfil de expressão dos CTA em GBM, identificando possíveis 
antígenos tumorais que poderão servir de base para a elaboração de estratégias de 
imunoterapia para o tratamento desta doença maligna. 
1.2. Objetivos Específicos 
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- Através de busca em banco de dados e literatura, selecionar entre os CTA descritos, 
aqueles que possam estar hiperexpressos em GBM. 
- Determinar o nível de expressão dos CTA selecionados, em amostras tumorais de 
pacientes com glioblastomas e em amostras de tecido cerebral de indivíduos sem câncer. 
- Avaliar a presença dos peptídeos codificados pelos CTA identificados como 
frequentemente expressos em amostras parafinadas de GBM através de ensaios de imuno-
histoquímica. 
- Verificar se existe correlação entre a expressão dos CTA e as características 
clinicas dos pacientes com GBM. 
- Verificar se existe correlação entre a expressão dos CTA e o prognóstico de 
pacientes com GBM. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  
2.1. Glioblastoma 
Os tumores primários do sistema nervoso (SN) representam um grupo heterogêneo 
de doenças que incluem tumores do parênquima cerebral, medula, meninges, nervos 
cranianos e paraespinhais e outras estruturas intracranianas e intrarraquianas. Embora 
algumas dessas neoplasias possam ser consideradas benignas, características exclusivas do 
SN tornam a distinção entre benigno e maligno menos precisa, uma vez que um tumor 
benigno ou de baixo grau pode ser letal se localizado em uma região do SN onde uma 
ressecção total seja impeditiva 
(1)
. 
Apesar de serem menos frequentes quando comparados a outros tipos tumorais como 
mama, pulmão e cólon, os tumores do SN apresentam altos índices de morbidade e 
mortalidade. Segundo estimativas, cerca de 23.130 novos casos e 14.083 mortes por 
neoplasias primárias malignas do SN são esperados para o ano de 2013 nos Estados Unidos 
(2)
. Dados de mortalidade por câncer da Fundação Oncocentro de São Paulo, mostram os 
tumores de encéfalo e meninges como a sétima causa de óbito por neoplasia no biênio 2001-
2002 
(3)
. 
Os tumores primários do SN mais frequentes são os gliomas. De acordo com a 
classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS), os três tipos principais de gliomas 
são os astrocitomas, oligodendrogliomas e gliomas mistos 
(1)
. 
Os astrocitomas são tumores derivados de células da glia, denominadas astrócitos, as 
quais têm a função de sustentar e nutrir os neurônios. Os astrocitomas representam a 
neoplasia primária mais comum do SN (65 a 70% de todos os gliomas) e são 
histologicamente classificados como: astrocitoma grau I (pilocítico e subependimário de 
células gigantes); astrocitoma grau II (astrocitoma difuso e xantoastrocitoma pleomórfico); 
astrocitoma grau III (anaplásico); e astrocitoma grau IV (glioblastoma) 
(1)
. 
Os astrocitomas grau I compreendem 5-6% de todos os gliomas. São os gliomas mais 
comuns em crianças, nas quais acometem em 67% dos casos a região cerebelar 
(1)
. Os 
astrocitomas de grau II representam 10-15% de todos os tumores astrocíticos. Tipicamente 
afetam adultos jovens com idades de 30 a 40 anos. Podem acometer qualquer região do 
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cérebro, mas comumente se desenvolvem na região supratentorial, nos lobos frontal e 
temporal. A sobrevida em 5 anos é de 37%, contrastando com os 70% dos 
oligodendrogliomas de baixo grau e os 56% dos pacientes com histologia mista. Fatores 
responsáveis por esse mau prognóstico são o padrão de crescimento infiltrativo e difuso do 
tumor, o qual não permite a sua total ressecção e a possibilidade de progressão para 
astrocitoma anaplásico e/ou glioblastoma secundário 
(1, 4)
. 
Os astrocitomas anaplásicos são definidos como astrocitomas difusamente 
infiltrativos, demonstrando celularidade aumentada, atipias nucleares e atividade mitótica. 
Esses tumores atingem pessoas com média de idade de 45 anos. Quanto à localização, são 
encontrados preferencialmente nos hemisférios cerebrais. Astrocitomas anaplásicos tem uma 
forte tendência para progressão para glioblastoma, o que ocorre em média 2 anos após o 
diagnóstico 
(1)
. 
Os glioblastomas são tumores astrocíticos de alto grau de malignidade, 
caracterizados por apresentarem atipia nuclear, pleomorfismo celular, atividade mitótica, 
proliferação vascular e necrose. São os tumores cerebrais mais frequentes, representando 60 
a 75% de todos os tumores astrocíticos e cerca de 12 a 15% de todas as neoplasias 
intracranianas. Podem ocorrer em qualquer faixa etária, mas o pico de incidência é entre 45 
e 70 anos 
(1)
. Os GBM são a forma mais agressiva de glioma e a despeito dos recentes 
avanços terapêuticos e diagnósticos, esta malignidade continua apresentando um prognóstico 
ruim. A média da sobrevida é de 14,6 meses entre os pacientes que recebem terapia 
multimodal baseada em cirurgia, radioterapia e quimioterapia, enquanto a média da 
sobrevida livre de progressão após radioterapia e temozolomida e temozolomida adjuvante é 
de apenas 7 meses 
(5, 6)
. 
Os glioblastomas podem se desenvolver a partir da progressão dos astrocitomas 
difusos ou astrocitomas anaplásicos, sendo, neste caso, chamados de glioblastomas 
secundários, correspondendo a <10% de todos os casos de GBM. Geralmente, os 
glioblastomas secundários desenvolvem-se em indivíduos mais jovens (média de 45 anos) e, 
provavelmente, correspondem aos casos de longa duração clínica. Por outro lado, a maioria 
dos GBM (> 90%) se desenvolvem rapidamente “de novo”, sem evidências de uma lesão 
pré-existente de menor grau de malignidade, sendo denominados glioblastomas primários. 
Tipicamente acometem indivíduos idosos, com média de idade de 62 anos 
(1)
. 
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Morfologicamente, glioblastomas primários e secundários não são distinguíveis, mas 
são duas entidades distintas, que evoluem através de diferentes vias genéticas, mostrando 
diferentes perfis de expressão gênica, e, provavelmente, diferentes taxas de resposta ao 
tratamento, contudo, compartilham uma alta frequência de perda de heterozigose (LOH) em 
10q, o que pode estar associado ao fenótipo global dos glioblastomas 
(1)
. 
Alterações nos genes CDKN2A, CDKN2B, p14
ARF
, RB1, TP53, PTEN, MDM2, 
EGFR e CDK4 são frequentemente encontradas nos GBM, além disto, amplificações dos 
genes MDM4, CDK6, CCND1 e CCND3 têm sido relatadas em alguns casos. Os genes 
p14
ARF
, MDM2, e TP53 codificam proteínas envolvidas na via do p53. Os genes CDKN2A 
CDKN2B, CDK4 e RB1 genes codificam proteínas da via Rb1. A maioria dos GBM 
mostram anormalidades de ambas as vias, e, geralmente, um único gene em cada percurso é 
afetado. A perda do gene PTEN e a amplificação do EGFR são as alterações genéticas 
bastante frequentes nestes tumores 
(7)
. Mutações em TP53 ocorrem mais comumente em 
GBM secundário e amplificações do EGFR e mutações PTEN ocorrem com maior 
frequência em GBM primários, no entanto, nenhuma dessas alterações é suficientemente 
específica para distinguir as duas entidades 
(8)
. 
Diversos estudos têm buscado correlacionar as alterações genéticas e moleculares 
com preditores mais confiáveis de prognóstico e resposta terapêutica para GBM. Atualmente, 
o mais importante marcador molecular é a proteína MGMT (O
6
-methylguanine–DNA 
methyltransferase), envolvida com o reparo do DNA. Quando esta enzima está ausente 
(geralmente, devido a metilação aberrante da região promotora do gene MGMT), uma maior 
sensibilidade aos agentes alquilantes é observada. Segundo Hegi et al. (2005) pacientes com 
a metilação do gene MGMT apresentam uma média da sobrevida global de 18,2 meses, 
contrastando com 12,2 meses dos pacientes onde esta metilação não foi detectada. Além 
disso, o grupo com metilação da MGMT randomizado para tratamento com radioterapia e 
temozolamida teve uma média de sobrevida global de 21,7 meses versus 15,3 meses do 
grupo tratado com radioterapia apenas. Já, o grupo sem metilação não obteve um benefício 
significativo da adição de temozolamida ao tratamento 
(9)
.   
Recentemente, uma classificação molecular dos GBM foi proposta de acordo com o 
perfil de expressão gênica. Segundo esta análise, foram identificando três subgrupos: 
pró-neural, mesenquimal e proliferativo. O subtipo pró-neural distingue-se pelo melhor 
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prognóstico e expressão de genes associados com o cérebro normal e o processo de 
neurogênese. Os outros dois subtipos foram associados a um mau prognóstico e são 
caracterizados pela expressão de genes associados a proliferação celular ou angiogênese 
(10)
. 
2.2. Tratamento atual dos GBM 
A abordagem terapêutica atual para os pacientes com GBM consiste em tratamento 
cirúrgico, seguido de tratamento combinado adjuvante de quimioterapia e radioterapia.  
O tratamento inicial de escolha é a cirurgia, e a ressecção cirúrgica máxima, desde 
que associada à preservação da função neurológica, é a abordagem ideal. Contudo, alguns 
pacientes são submetidos à ressecção subtotal ou realizam apenas o procedimento de biópsia, 
pois, nestes casos, a lesão não é passível de ressecção, ou uma quantidade significativa de 
tecido tumoral não pode ser removida e/ou a condição clínica geral do paciente não permite 
a cirurgia 
(11)
. 
As evidências atuais sugerem que ressecção extensa está associada com melhora do 
status funcional e possivelmente com aumento da sobrevida 
(12)
. Ressecção total refere-se à 
remoção total do tecido anormal visível no intraoperatório ou de toda a área tumoral com 
realce ao gadolíneo presente no exame de ressonância magnética. Estudo avaliando a 
extensão da ressecção em pacientes com GBM demonstrou que a ressecção completa foi 
associada a maior SG 
(13)
. 
Mesmo os pacientes que se submetem a uma ressecção total têm uma alta taxa de 
recorrência, visto que os GBM são tumores infiltrativos, com doença microscópica que se 
estende para o parênquima cerebral normal. Tratamento adjuvante com radioterapia externa 
do campo envolvido dirigido à doença microscópica ou à doença residual melhora o controle 
local e a sobrevida após a ressecção 
(14, 15)
. 
Embora a utilização de quimioterapia adjuvante em gliomas de alto grau tenha sido 
questionada por muito tempo, duas metanálises demonstraram que ela está associada com 
uma redução do risco relativo de morte de 15-23,4%, sendo este efeito equivalente a um 
aumento absoluto da sobrevida em um ano em 6-10% dos casos 
(16, 17)
. Em um estudo fase 3 
com 573 pacientes, a adição de temozolomida a radioterapia foi associada com melhora 
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significativa na mediana de sobrevida livre de progressão (6,9 versus 5 meses) e SG (14,6 
versus 12,1 meses) quando comparado ao braço controle de radioterapia 
(5)
. 
Apesar da terapia atual, virtualmente todos os pacientes terão recorrência do tumor, 
sendo o tempo mediano para a recorrência após a terapêutica padrão de 6,9 meses. Para 
GBM recorrente, não há tratamento padrão, sendo a cirurgia uma opção em pacientes 
selecionados. Estratégias de re-irradiação ou utilização de outros protocolos de 
quimioterapia são baseados em pequenos trabalhos ou séries retrospectivas 
(11)
.  
Portanto, o tratamento dos GBM ainda permanece paliativo, sendo necessária a 
descoberta de novas formas de tratamento mais eficazes e mais específicas. 
2.3. Antígenos câncer-testículo 
A utilização do sistema imune para combater os tumores tem sido estudada há 
décadas. Além dos anticorpos monoclonais, que fazem parte da prática clínica atual em 
oncologia, recentemente, outras duas formas de imunoterapia, as vacinas tumorais e 
imunoterapia não específica, tiveram sua efetividade demonstrada. Em 2010 foi aprovada a 
Sipuleucel-T, primeira vacina contra o câncer, que consiste no uso de células dendríticas 
autólogas carregadas com um antígeno associado ao tumor, no tratamento de pacientes com 
câncer de próstata avançado 
(18)
. Em 2011, o Ipilimumab, um anticorpo que bloqueia o sinal 
inibitório que impede os linfócitos T citotóxicos de combaterem as células tumorais, foi 
aprovado para o tratamento de pacientes com melanoma metastático 
(19)
.  
Passo fundamental para o desenvolvimento dessas terapias é a identificação de 
antígenos capazes de elicitar uma reposta imune. As células tumorais apresentam múltiplas 
alterações moleculares e do metabolismo das proteínas causando alterações no ciclo celular, 
proliferação e controle do crescimento. Tais mudanças podem conduzir à superexpressão de 
antígenos associados aos tumores (TAA), cuja expressão em tecidos normais é limitada, e à 
expressão de antígenos específicos de tumores (TSA), que são derivados de proteínas 
mutantes que constituem biomarcadores para um tumor individual. Ambos, TAA e TSA 
podem ser usados como alvos terapêuticos 
(20)
. Antígenos câncer-testículo são considerados 
como potenciais candidatos para o desenvolvimento de abordagens baseadas em 
imunoterapia com antígenos tumorais específicos 
(21)
, uma vez que são expressos em vários 
tumores e a expressão em tecidos humanos está quase limitada às células germinativas do 
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testículo, células germinativas imaturas do ovário fetal e células trofoblásticas, os quais são 
considerados sítios imunoprivilegiados 
(22)
. Uma consequência deste padrão de expressão é 
que linfócitos T citotóxicos periféricos não se tornam tolerantes aos CTA e podem então 
reconhecê-los quando eles são expressos nas células tumorais 
(23, 24)
. 
Muitos dos achados presentes nas células germinativas e células trofoblásticas 
compartilham similaridades com as características das células tumorais e a expressão 
exclusiva de inúmeros CTA nessas células levou a teoria de que a expressão anormal de 
genes de linhagem germinativa em células tumorais reflete a ativação de um programa 
gametogênico normalmente silenciado nas células somáticas, e que a aquisição deste 
programa pode ser essencial para tumorigênese 
(25)
. 
O papel biológico dos CTA nos tecidos germinativos e nos tumores ainda permanece 
pouco compreendido 
(26)
, mas parece que vários destes antígenos desempenham um papel na 
regulação da transcrição gênica (MAGEA, SSX, LUZP4, TFDP3, TAF7L, BRDT, JARID1B, 
CTCFL, NXF2). Seus produtos também podem afetar diversos processos celulares, como a 
transdução de sinal (LIPI, DKKL1, MAGE), atividade tipo helicases (DDX53, DDX43), 
ações enzimáticas (ADAM2, LIPI, TSP50, LDHC, TPTE) e inibição da apoptose (CAGE1) 
(22)
. 
A expressão de RNA mensageiro (RNAm) de CTA em tecidos normais, baseada em 
resultados de RT-PCR, é frequentemente limitada aos testículos, ovário e placenta. O 
testículo é o único tecido onde todos os CTA estão universalmente expressos. Entretanto, 
com mais dados de expressão disponíveis, cada vez mais o perfil de expressão de certos 
CTA vem sendo detectado em outros tecidos normais. Contudo, os níveis de expressão de 
RNAm dos CTA nestes tecidos somáticos são, invariavelmente, muito menores do que nos 
testículos, com significado biológico duvidoso
 (27)
. Baseado em dados quantitativos de RT-
PCR, a presença de transcritos destes genes em tecidos somáticos é geralmente menor que 
1% da expressão no testículo. Esta baixa expressão de CTA em tecidos normais só pode ser 
verificada através de análises de expressão gênica, não tendo sido observada ao nível 
proteico (imuno-histoquímica), por isso, discute-se se essa expressão é capaz de se traduzir 
em proteínas 
(21, 28)
.  
Reconhecendo esta expressão de CTA em tecidos normais, Hofmann et al. (2008) 
classificou 153 CTA em (1) CTA limitados ao testículo e (2) CTA testículo seletivo, 
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incluindo neste último grupo, genes que são, predominantemente, mas não exclusivamente, 
expressos em testículos, e (3) CTA limitados ao cérebro/testículo, onde foram englobados os 
CTA que mostraram expressão limitada ao testículo e ao cérebro 
(29)
. 
Com a expansão do número de CTA descritos, foi criado um banco de dados 
reunindo informações de expressão gênica, expressão proteica e de resposta imune 
denominado CTDatabase 
(30)
. Atualmente, este banco de dados possui 268 CTA catalogados.  
Vários CTA são capazes de elicitar resposta imune espontânea humoral ou mediada 
por células. Neste contexto, NY-ESO-1 parece ser o CTA mais imunogênico, induzindo 
espontaneamente reposta humoral coordenada e mediada por células em uma alta 
porcentagem de pacientes com tumores expressando este antígeno 
(26)
.  
Nos últimos anos, estudos clínicos com pacientes com tumores de pulmão, próstata, 
ovário e melanomas avaliaram o emprego de CTA, em particular MAGEA3 e NY-ESO-1, 
como alvos para vacinas. Diferentes estratégias foram empregadas nestes estudos, como 
utilização de peptídeos imunogênicos em pacientes com antígenos HLA classe I relacionado, 
vacinas utilizando células dendríticas carregadas com estes antígenos e o emprego de 
proteínas recombinantes. Atualmente há três estudos clínicos randomizados fase III em 
andamento, utilizando abordagens imunoterápicas baseadas em MAGEA3 para o tratamento 
adjuvante de melanoma e câncer de pulmão células não pequenas e MAGEA3 e NY-ESO-1 
para o tratamento de pacientes com mieloma múltiplo 
(26)
. 
Análises de imuno-histoquímica têm demonstrado haver dois padrões de distribuição 
proteica para os CTA. Em alguns casos, a positividade para CTA é difusa e homogênea, 
sendo expressa na maioria das células tumorais, sugerindo que ativação do gene CTA seja 
um evento clonal. Por outro lado, o padrão de distribuição visto em outros casos é 
heterogêneo, restrito a um pequeno grupo de células com forte expressão, entre um grupo 
com mais de 99% de células tumorais negativas. Esse padrão heterogêneo sugere que a 
ativação pode ser epigenética. Além disso, tem sido proposto que essas células tumorais 
positivas possam representar células-tronco tumorais, e que a expressão de CTA desapareça 
à medida que as células tumorais se diferenciam e perdem a capacidade clonogênica. O 
paralelo aqui seria o desaparecimento da expressão de CTA à medida que as 
espermatogônias se diferenciam em espermatozoides 
(21, 31)
.  
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Essa heterogeneidade pode ter implicações terapêuticas, principalmente no que diz 
respeito à utilização de vacinas tumorais, pois as células tumorais que não expressam os 
antígenos, não deverão ser sensíveis ao tratamento. Entretanto, o problema da 
heterogeneidade pode ser minimizado com a inclusão de inibidores de DNA 
metiltransferases e inibidores de histonas desacetilases no tratamento, uma vez que eles são 
capazes de induzir a expressão de CTA nas células tumorais 
(32, 33)
. Os mecanismos 
epigenéticos parecem ser o único mecanismo de regulação da expressão de genes CTA, 
tanto em células normais como neoplásicas. O termo epigenética refere-se a alterações 
hereditárias na expressão de genes que não derivam de alterações na sequência de 
nucleotídeos do DNA do genoma, sendo a metilação do DNA e modificações pós-
transcricionais nas histonas os fatores epigenéticos característicos controlando a expressão 
dos genes CTA 
(26)
. 
Diversos estudos encontraram associação entre a expressão dos CTA com um pior 
prognóstico. Análise de 523 amostras de pacientes com câncer de pulmão células não 
pequenas identificou diversos CTA coordenadamente expressos, sendo que as expressões de 
NY-ESO-1 e MAGEA3 estavam associadas com estadio avançado da doença e pior 
prognóstico 
(34)
. De forma análoga, a expressão de MAGEA3 em pacientes com câncer de 
pâncreas estava associada a uma menor sobrevida global 
(35)
 e a expressão da proteína 
MAGEA1 em câncer gástrico foi um marcador de mau prognóstico 
(36)
. 
2.4. Antígenos câncer-testículo em Glioblastoma 
A análise da expressão de CTA em glioblastomas é limitada a poucos estudos e com 
poucos CTA avaliados. Além disso, estes estudos apresentam frequências de expressão 
divergentes e em alguns casos a expressão em amostras de cérebro normal não foi avaliada. 
A expressão de MAGEA1 foi avaliada em vários estudos, sendo que a frequência 
entre as amostras avaliadas variou de 0 a 38% 
(37-39)
. A expressão de MAGEA3 em GBM é 
reportada em quatro estudos, com uma frequência de 0 a 33% 
(37-40)
, enquanto que SCP1 foi 
detectado em 0 a 42% das amostras avaliadas 
(38, 40, 41)
. DDX53 estava presente em 90,5% de 
63 casos de gliomas analisados, sendo que a expressão aumentou com o aumento do grau 
histológico 
(42)
. GAGE1 foi sugerido como um antígeno tumoral ideal em glioblastomas após 
estudo que demonstrou estar expresso em 65% (13/20) das amostras de GBM e ausente em 7 
amostras de cérebro normal 
(37)
; posteriormente este CTA foi descrito como tendo um 
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padrão de expressão limitado ao cérebro/testículo 
(29)
. Os genes MAGEC1, MAGE4, 
MAGE10, MAGEC2, SSX1, SSX2, SSX4, BAGE, NY-ESO-1, LAGE1, MAGEE1, MAGEE2 e 
LUZP4 também foram avaliados em GBM e mostraram uma baixa frequência de expressão 
nas amostras avaliadas 
(37, 38, 40, 41)
. 
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3. MATERIAL E MÉTODO 
3.1. Pacientes 
A amostra consistia de pacientes submetidos à biópsia ou ressecção do tumor no 
Hospital São Paulo – UNIFESP entre 2002 e 2010 e com diagnóstico de glioblastoma de 
acordo com a classificação da OMS, confirmado por um neuropatologista. 
Foram incluídos todos os 53 pacientes com idade maior de 18 anos e que tiveram 
amostra tumoral coletada a fresco e armazenada a -70°C. Tecido cerebral normal foi 
coletado de 4 pacientes com diagnóstico de esclerose mesial temporal e submetidos à 
lobectomia temporal no Hospital São Paulo – UNIFESP entre 2010 e 2011.  
Todas as amostras foram colhidas a fresco e submetidas a congelamento rápido em 
nitrogênio líquido em até no máximo 30 minutos após a ressecção, e permaneceram 
armazenadas em -70°C até o momento da utilização. A coleta e o armazenamento destes 
tecidos foram realizadas pelo grupo do Projeto Genoma Clínico – Sistema Nervoso Central 
Antes do processamento, todas as amostras foram dissecadas para separação das regiões 
mais representativas de tecido tumoral.  
Nas análises de imuno-histoquímica (IMH), foram examinadas amostras 
provenientes do arquivo de blocos de parafina do Departamento de Patologia do Hospital A. 
C. Camargo. Estas amostras foram utilizadas na construção de um TMA (tissue microarray) 
que incluiu 92 amostras de glioblastoma, 15 amostras de astrocitoma anaplásico, 48 
amostras de astrocitoma difuso, 38 astrocitomas pilocíticos e 40 amostras de tecido cerebral 
normal peritumoral.  
Também foram incluídas no estudo amostras comerciais de RNAm de 17 tecidos 
normais (músculo esquelético, bexiga, cólon, pulmão, baço, intestino delgado, coração, rim, 
adrenal, timo, útero, estômago, mama, pâncreas, próstata, cérebro e testículo) adquiridas da 
empresa Clontech.  
3.2. Extração de RNA 
O RNA total das amostras foi extraído utilizando-se o RNeasy Mini Kit (Qiagen), 
seguindo as instruções do fabricante. O RNA obtido foi quantificado em espectrofotômetro 
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(NANO DROP-ND1000) e para avaliação da integridade, 500ng de cada amostra de RNA 
foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1% contendo 1,0µL/mL de SYBR Safe 
(Life Technologies) 10.000X concentrado. 
3.3. Síntese de cDNA 
As reações de transcrição reversa foram preparadas com o sistema SuperScript III 
(Life Technologies) de acordo com as orientações do fabricante. Para isto, foram misturados 
1µg de RNA total; 1µL de oligo (dT)18 (0,5 µg/µL); 1µL de dNTPs (10mM) e água livre de 
RNAse em um volume total de 13µL. Essa mistura foi mantida a 65°C por 5 minutos e 
armazenada em gelo. Em seguida, foram adicionados 4µL de tampão de reação 5X (First 
Strand Buffer); 1µL de DTT (0,1M); 1µL de RNaseOUT Recombinant Ribonuclease 
Inhibitor (40U/µL) (Life Technologies) e 1µL da enzima SuperScript III (200U/µL) (Life 
Technologies). A reação foi mantida a 50°C por 60 minutos e finalizada com uma incubação 
de 15 minutos a 70°C. Após o término da reação, os cDNAs obtidos foram diluídos 5X 
através da adição de 80µL de água DEPC e estocados a -20°C.  
A qualidade dos cDNAs foi verificada por meio da amplificação de um fragmento de 
646-pb do gene β-ACTINA (direto 5'-TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT-3' e reverso 
5'-AACCAATAAAACCTACTCCTCCCT TAA-3'). As condições de amplificação foram: 
0,5µL MgCl2 (50mM); 0,25µL dNTPs (10mM) (Life Technologies); 0,5µl de cada primer 
(10μM); 2,5µL de tampão de reação 10X; 0,25µL de Taq Platinum DNA Polimerase 
Recombinante (5U/µl) (Life Technologies) e 1µL do cDNA em um volume final de reação 
de 25µL. As condições da reação de PCR foram: 3 minutos iniciais a 95°C seguidos por 35 
ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 65°C e 60 segundos a 72°C. Por fim, um passo 
de extensão de 7 minutos a 72°C. Os produtos obtidos foram visualizados por meio de 
eletroforese em gel de agarose 2% contendo 1,0µL/mL de SYBR Safe (Life Technologies) 
10.000X concentrado. 
3.4. Seleção dos CTA 
A partir da análise dos dados de expressão obtidos através de bibliotecas de cDNA, 
MPSS, CAGE e experimentos de RT-PCR disponibilizados por Hofmann et al. (2008) 
(29)
, 
153 CTA foram selecionados, e a seguinte estratégia de seleção foi adotada:  
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1 - Exclusão dos genes CTA descritos com padrão de expressão limitado ao cérebro- 
testículo; 
2 - Análise dos dados de expressão obtidos através de experimentos de microarray e 
disponíveis nos sites Oncomine (http://www.oncomine.org) e NextBio 
(http://www.nextbio.com) buscando genes CTA com hiperexpressão em glioblastomas em 
comparação ao tecido cerebral normal; 
3 - Análise dos dados disponíveis na literatura; através de busca no MEDLINE de 
genes CTA cuja expressão fosse superior a 25% das amostras de GBM avaliadas utilizando 
os descritores “cancer-testis antigen” OR “cancer-testis genes” AND “glioblastoma”; 
4 - Análise dos dados de expressão obtidos através de experimentos de SAGE e 
disponíveis no site SAGE Anatomic Viewer 
(http://cgap.nci.nih.gov/SAGE/AnatomicViewer); dos dados de expressão em tecidos 
normais disponíveis no CTDatabase (http://www.cta.lncc.br/index.php) e MEDLINE para 
seleção de CTA sem expressão em tecido cerebral normal; 
3.5. Análise da expressão dos CTA selecionados 
As sequências dos primers utilizada é descrita na tabela 1. As reações de 
amplificação foram realizadas conforme descrito no site CTDatabase 
(30)
. Basicamente, cada 
reação de PCR foi composta de 1µl de cDNA; 9,25µl de água; 1,25µl de Tampão PCR 10X; 
0,125µl de dNTPs (10mM); 0,25µl de MgCl2 (50mM); 0,25µl de cada primer (10mM); 
0,125µl de Taq Platinum DNA Polimerase Recombinante (5U/µl) (Life Technologies), em 
um volume final de reação de 12,5µl.  
As amostras foram amplificadas nas seguintes condições: 95°C durante 3 minutos, 
seguido por 10 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 
segundos, depois mais 10 ciclos de 95°C por 15 segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 
30 segundos e, por fim, 15 ciclos de 95°C por 15 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C 
por 30 segundos. Por último,uma etapa de extensão final a 72°C por 7 minutos. 
Os produtos de PCR foram avaliados através de eletroforese em gel de agarose 2% 
contendo 1 µL/mL de SYBR Safe 10.000X (Life Technologies) com voltagem constante de 
5volts/cm, durante 70min, com tampão de corrida 1X SB (1mM NaOH; pH 8,0 ajustado 
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com ácido bórico). Após o término da eletroforese, os géis foram documentados sob luz 
ultravioleta em sistema digital de captura de imagens AlphaImager EP (Alpha Innotech), 
sempre sob condições padronizadas. 
 
Tabela 1. Sequência dos primers utilizados no estudo. 
Gene Direto 5´-3´ Reverso 5´-3´ Referências 
ACTL8 GGGTGTGCAGTACCTCTGGT TGAGGAGATAGGCGGAGAGA 30 
BAGE CGGCTTAGAGGACCAGGAG ACCATCCTGGCTGACACAGT 30 
BRDT TCAGAAAGGCACTCAACAG TTCACTACTTGCTTTAACTGC  30 
CSAG2 TCCTGGAAAAGGAATTCTACA CCGCTATGGCTCATTTTGAT 30 
CTAG1 CAGGGCTGAATGGATGCTGCAGA GCGCCTCTGCCCTGAGGGAGG  29 
CT45 CTACTTCCCTTCCTCCCATC GCATGTCCTGTCATAAGCTTC  43 
CTCFL CTGCAAGCAGGAACGTCATA ACTGTTCTCCCTTCGTGGTG  30 
CXORF48  ATGGCATGATTGATGAGTCG ATACAACGGATGGGCTTCAC  30 
CXORF61  TTCCCAACTACCAGCTGAGG AACCAGCTTGTTTTCCACCA  29 
DDX53 GGTGCCGATACTCCCACTAT TTGCTTCAGATTCCCCGTTT  30 
FTHL17 TGGCCCTGGAGAACTTCTT ATGGTCTTGACTTGCTCGTG  30 
MAGEA1 CGGCCGAAGGAACCTGACCCAG GCTGGAACCCTCACTGGGTTGCC  30 
MAGEA2 CTCAGGGAGTTGATGACCTTG GCCTCAAGGCCTTCTTCAG  30 
MAGEB4 AGGGATACTGCCTCCAGCTC CAGGAACTGCACTAACATCTTC  44 
MAGEB6  TGAGCCTGAAAAGTGCTGTC AGTGGGTGACACTCCCTGAG  30 
NXF2 CTATTCCCTTCGACCCCA CTCTTTGGGTGGTTATGTCAC  30 
OIP5 AGTGGGATACGCAGGTGGT CTGGAAAGGCAGAAGTGACC  30 
PBK TGGCTTTGGTACTGGGGTAA GCTGCTGGAAAAGGATCTTG  29 
ROPN1 GGGCAGAGCTAACACCTGAG TGCTGACATGTGATGCAGAG  30 
SCLO6A1 TCATATGCCTAGCTCTGTCAAAAG TCCCGGGTCTGGCATCAATAAAAT  45 
SPANXN1 TAATGCCCATGGAACAGCCCACTTCAAGC TAATGCCTCGAGTCTCAGGACTGGTCATTCTCC  46 
SPANXN2 TAATGCCCATGGAACAGCCGACTTCAAGC TAATGCCTCGAGCTAGTCCTCCCCACCCTCCTG  46 
SPANXN3 TAATGCCCATGGAACAGCCAACTTCCAGC TAATGCCTCGAGCTAATCCTCCCCACTGTCCTG  46 
SPANXN4 TAATGCCCATGGAAGAGCCAACTTCCAGC TAATGCCTCGAGCTAATTCTGCCCACCATCCTG  46 
SPINLW1  AGGACAGACAATGCCAGGAC GCAGCCACCATAGACAAACA  30 
SPO11 ACATTTCAGCGGCTCCTAGA GGTCCCTTTTTGTCAGTGGA  30 
SSX7 TTTGCAAGGAGACCTAGGGC GGGGAGTTACTCGTCGTCTTCT  47 
XAGE1 TCCCAGGAGCCCAGTAATGGAGA CAGCTTGTCTTCATTTAAACTTGTGGTTGC  30 
XAGE3  TGAAATATGATTTGGCGAGGA AAATTGTTCTGATTTTGGCAGA  30 
ZNF165 GGCCTGGGTACATGAACATT TTTACCCTGCCTGCAGACTT  29 
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3.6. Imuno-histoquímica 
A construção do TMA e a análise por IMH foram realizadas no Hospital AC 
Camargo, sob supervisão da Dra. Maria Dirlei F.S. Begnami e do Dr. Fernando A. Soares. 
Para a construção do TMA, secções coradas com hematoxilina-eosina foram 
analisadas e áreas representativas dos tumores foram marcados nas lâminas. Tecidos 
correspondentes as áreas selecionadas foram retirados do bloco doador, utilizando um 
microarrayer de tecidos (Beecher Instruments). Cada amostra continha um cilindro de 
diâmetro 0,6 mm, e entre as amostras havia espaços de 0,2 milímetros. A amostragem 
consistiu de quatro cilindros de áreas diferentes de cada amostra de tumor, colocados 
coordenadamente na matriz. Amostras separadas de cérebro normal, foram utilizados como 
controles. Após a conclusão do array, secções seriadas de 4µm do bloco de TMA foram 
preparadas. Duas secções, 40µm distantes uma da outra, foram usadas para a imuno-
histoquímica. 
Resumidamente, nas reações de IMH, secções de 4µm do TMA foram reidratadas e 
incubadas em peróxido de hidrogênio aquoso a 3% durante 30 minutos para extinguir a 
atividade da peroxidase endógena. A seguir, foi realizada a incubação com albumina de soro 
bovino a 1% e com albumina de soro bovino fetal a 5% em Tris-HCl pH 7,4 durante 60 
minutos à temperatura ambiente, para suprimir a ligação não específica dos reagentes 
subsequentes. As secções foram então submetidas a recuperação de antígenos, através de 
incubação com citrato pH 6,0. Em seguida, foi realizada a incubação com o anticorpo 
policlonal de coelho contra a proteína CTCFL (diluição 1:100; HPA001472, Sigma), 
utilizado como anticorpo primário. Um método padrão de peroxidase conjugada com 
estreptavidina-biotina foi usado para detectar a reação de coloração (LSAB +; DAKO). 
Como controle positivo foram incluídas amostras de testículo e placenta. Um método de 
pontuação semiquantitativo foi usado para avaliar a coloração da IMH: reação negativa (-): 
<10% de células coradas positivamente; reação fracamente positiva (+): 10% a 25% das 
células apresentam reação positiva; reação moderadamente positiva (++): 25% a 50% das 
células tumorais com reação positiva; reação fortemente positiva (+++): mais de 50% das 
células tumorais com reação positiva. Os resultados de dados imuno-histoquímicos foram 
agrupados em negativo e positivo. Tumores com IMH negativa e fracamente positiva foram 
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consideradas negativas, enquanto os tumores com IMH moderadamente positiva e 
fortemente positiva foram considerados positivos. 
3.7. Análise Estatística 
A análise estatística foi realizada utilizando o programa MedCalc (ver. 12.3.0) para 
Windows. O teste do qui-quadrado e teste exato de Fisher foram utilizados para avaliar as 
associações entre a expressão de CTA e variáveis clínicas, conforme apropriado. O método 
de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a sobrevida global dos pacientes, e a diferença 
entre os grupos foram comparadas pelo teste de log-rank. Sobrevida global foi medida como 
o tempo a partir da data da cirurgia do tumor primário até a data da morte por qualquer causa. 
A análise multivariada foi realizada utilizando-se o modelo de riscos proporcionais de Cox 
para determinar a contribuição independente de importantes variáveis clínicas e moleculares. 
Um procedimento de eliminação stepwise foi utilizado para a seleção do modelo, com um 
P= 0,2 como limite para a eliminação. Os resultados foram calculados com intervalo de 
confiança de 95% (IC). Para todas as análises, um valor P inferior a 0,05 foi considerado 
estatisticamente significativo. 
3.8. Aspectos Éticos  
O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 
Federal de São Paulo, sob o número CEP 0127/11 (Anexos) e teve autorização para 
utilização pela guardiã legal das amostras armazenadas (Anexos). A coleta, armazenamento 
e utilização das amostras foram efetuadas mediante a autorização dos responsáveis, 
manifestada através da assinatura do Termo de Consentimento (Anexos).  
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4. RESULTADOS 
4.1. Características dos pacientes  
Entre os 53 pacientes, cinco foram excluídos devido à ausência de RNA de boa 
qualidade. Sendo assim, participaram deste estudo 48 pacientes que foram submetidos a 
análise molecular, sendo as características clínicas apresentadas na Tabela 2. Um paciente 
foi tratado em outro hospital e perdeu seguimento. A amostra foi composta por 14 (29%) 
mulheres e 34 (71%) homens, com uma idade média de 54 (± 14) anos. Vinte e um pacientes 
(45%) apresentavam um índice de Karnofsky (KPS) > 70. Todos os pacientes foram 
submetidos a biópsia (23%) ou ressecção do tumor (44% subtotal e 33% ressecção total), e 
64% dos pacientes receberam radioterapia externa. Cerca de 43% dos pacientes foram 
tratados com quimioterapia adjuvante. 
 
Tabela 2 – Características dos 48 pacientes submetidos a análise 
molecular. 
Característica  N % 
    
Idade < 50 anos 13 27 
 ≥ 50 anos 35 73 
    
Extensão da Cirurgia Biópsia 11 23 
 
Subtotal  21 44 
 Total 15 33 
    
Radioterapia Sim 30 64 
 Não 17 36 
    
Quimioterapia Adjuvante Sim 20 43 
 Não 27 57 
    
Índice de Karnofsky  ≤70 26 55 
 
>70 21 45 
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 4.2. Síntese de cDNA 
 
A extração dos RNAs das 53 amostras de tecidos tumorais e das cinco amostras de 
cérebro normal foi realizada, sendo que cinco amostras tumorais foram excluídas devido 
baixa quantidade e/ou qualidade do RNA. 
Cerca de 1μg de cada RNA total foi utilizado para a síntese de moléculas de cDNA e 
a qualidade dos produtos obtidos foi avaliada por meio de RT-PCR utilizando primers 
desenhados para amplificação de um fragmento de 646-pb do gene β-ACTINA. Para todas as 
amostras foi detectada a presença de fragmentos amplificados do tamanho esperado. A 
Figura 1 apresenta alguns dos resultados obtidos. 
 
 
 
 
Figura 1.  Eletrofore em gel de agarose 2% corado com Sybr Safe mostrando a amplificação de 
um fragmento do gene β-ACTINA (646 pb) a partir de moléculas de cDNA de amostras de 
Glioblastoma. M: marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder – Life Technologies); 
Canaletas (1) a (9): amostras tumorais; (+) controle positivo (cDNA de testículo 20BT, Clontech); 
(-) controle negativo (reação sem adição de cDNA). 
 
4.3. Seleção dos CTA a serem avaliados nos ensaios de RT-PCR 
A Figura 2 ilustra os passos seguidos para seleção dos CTA a serem avaliados neste 
estudo. Primeiramente, os 153 CTA descritos por Hofmann foram avaliados com o intuito 
de selecionar os genes com maior probabilidade de estarem expressos em GBM. 
Inicialmente, os 14 genes classificados como CTA limitados ao cérebro/testículo foram 
excluídos (Hofmann et al,. 2008). Os demais 139 genes foram avaliados em coleções de 
microarray disponíveis (Oncomine e NextBio) buscando genes CTA com hiperexpressão em 
glioblastomas em comparação ao tecido cerebral normal. Nesta fase também foram 
avaliados os dados disponíveis na literatura, buscando genes com frequência de expressão 
superior a 25% nas amostras de GBM, o que reduziu o número de genes candidatos para 60. 
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Posteriormente, estes genes foram avaliados com o intuito de excluir aqueles com expressão 
em tecido cerebral normal, através da análise nos bancos de dados de SAGE, no CTDatabase 
e MEDLINE, obtendo-se um total de de 30 genes candidatos para serem avaliados no estudo 
(ACTL8, BAGE, BRDT, CSAG2, CTAG1, CT45, CTCFL, CXORF48, CXORF61, DDX53, 
FTHL17, MAGEA1, MAGEA2, MAGEB4, MAGEB6, NFX2, OIP5, PBK, ROPN1, SCLO6A1, 
SPANXN1, SPANXN2, SPANXN3, SPANXN4, SPINLW1, SPO11, SSX7, XAGE1, XAGE3 e 
ZNF165). 
 
 
Figura 2. Representação esquemática dos 
passos adotados para seleção dos CTA com 
maior probabilidade de estarem expressos nas 
amostras de GBM  
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4.4. Análise da expressão dos CTA em amostras de GBM  
Com base nos resultados acima, foram selecionados 30 CTA para avaliação nas 
amostras de GBM e de tecido cerebral normal utilizando RT-PCR.  
Devido à quantidade limitada de RNA obtida das amostras e o grande número de 
genes selecionados, seria impossível avaliar todos os genes candidatos em todas as amostras. 
Por isso, decidiu-se realizar primeiro um estudo exploratório que permitisse selecionar os 
melhores genes CTA para posterior avaliação em todas as amostras no estudo de validação. 
Assim, o primeiro passo foi verificar o status de expressão dos 30 genes CTA em 17 
amostras de GBM. De acordo com esta análise, não detectou-se expressão de BRDT, CSAG2, 
CTAG1, CT45, CXORF61, MAGEA2, MAGEB4, SLCO6A1, SPANXN1, SPANXN2, 
SPANXN3, SPANXN4 e SSX7 em nenhuma das amostras tumorais examinadas, ao passo que 
MAGEA1 (6%), MAGEB6 (6%), BAGE (12%), SPO11 (12%) NFX2 (18%), e XAGE1 (18%) 
tiveram expressão limitada a poucas amostras. Por outro lado, 11 genes, CXORF48 (35%), 
ROPN1 (82%), DDX53 (94%), ZNF165 (100%), PBK (100%), FTHL17 (76%), SPINLW1 
(46%), CTCFL (25%), XAGE3 (94%), OIP5 (29%) e ACTL8 (46%) estavam frequentemente 
expressos nos casos de GBM avaliados (Tabela 3). A figura 3 apresenta um exemplo 
ilustrativo dos resultados obtidos nas análises de RT-PCR. 
 
 
Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose 2% contendo 1 µL/mL de SYBR Safe 10.000X (Life Technologies) 
mostrando o resultado da amplificação de fragmento do gene XAGE3 (303 pb). M: marcador de peso 
molecular (100 pb DNA Ladder – Life Technologies); As canaletas se referem às amostras 1 a 17 em 
duplicata; (+) controle positivo (cDNA de testículo 20BT, Clontech); (-) controle negativo (reação sem 
adição de cDNA). 
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No passo seguinte, o padrão de expressão destes 11 genes CTA foi avaliado em cinco 
amostras de cérebro normal. Esta análise revelou que apenas ACTL8, CTCFL, OIP5 e 
XAGE3 não estavam expressos em cérebro normal (Tabela 3 e Figura 4). 
 
 
Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 2% contendo 1 
µL/mL de SYBR Safe 10.000X (Life Technologies) 
mostrando o resultado da amplificação de fragmentos dos 
genes CTCFL, XAGE3, OIP5 e ACTL8 em amostras de 
tecido cerebral normal. cDNA de testículo (20BT, 
Clontech) utilizado como controle positivo. -ACTINA foi 
usado como controle de carregamento no gel. 
 
 
Devido aos resultados obtidos no estudo exploratório, o perfil de expressão destes 
quatro antígenos foi avaliado no estudo de validação. Esta análise revelou que ACTL8 
apresenta a maior incidência de positividade de RNAm (57%), seguido por OIP5 (54%), 
XAGE3 (48%) e CTCFL (15%) (Tabela 3).   
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Tabela 3 – Expressão dos 30 CTA selecionados nas amostras de GBM e 
de cérebro normal. Estudo exploratório (n= 17), grupo controle (n= 5) e 
estudo de validação (n= 48). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* CTCFL e ACTL8 foram analisados em 46 e 37 amostras de GBM, 
respectivamente.   
  
 
Genes CTA 
  
GBM   
Amostras de 
cérebro normal 
  % (n) 
Estudo 
exploratório  
% (n) 
Estudo de 
validação 
% (n) 
BRDT 0 (0) - - 
CSAG2 0 (0) - - 
CTAG1 0 (0) - - 
CT45 0 (0) - - 
CXORF61 0 (0) - - 
MAGEA2 0 (0) - - 
MAGEB4 0 (0) - - 
SLCO6A1 0 (0) - - 
SPANX N1 0 (0) - - 
SPANX N2 0 (0) - - 
SPANX N3 0 (0) - - 
SPANX N4 0 (0) - - 
SSX7 0 (0) - - 
MAGEA1 6 (1) - - 
MAGEB6 6 (1) - - 
BAGE 12 (2) - - 
SPO11 12 (2) - - 
NFX2 18 (3) - - 
XAGE1 18 (3) - - 
CXORF48 35 (6) - 100 (5) 
SPINLW1 46 (8) - 60 (3) 
FTHL17 76 (13) - 80 (4) 
ROPN1 82 (14) - 100 (5) 
DDX53 94 (16) - 100 (5) 
ZNF165 100 (17) - 100 (5) 
PBK 100 (17) - 100 (5) 
CTCFL* 24 (4) 15 (7/46) 0 (0) 
OIP5 29 (5) 54 (26/48) 0 (0) 
ACTL8* 46 (8) 57 (21/37) 0 (0) 
XAGE3 94 (16) 48 (23/48) 0 (0) 
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Notavelmente, 86% dos casos de GBM avaliados mostraram expressão de pelo 
menos um destes quatro genes CTA, sendo que, 39% dos casos expressaram apenas um 
destes genes e a coexpressão de dois, três ou quatro destes CTA ocorreu em 25%, 17% e 5% 
dos casos de GBM examinados, respectivamente (Figura 5). 
 
 
 
Figura 5 – Gráfico representando a coexpressão de ACTL8, OIP5, XAGE3 e CTCFL nos casos 
de GBM analisados no estudo.  
 
 
 
4.5. Expressão de ACTL8, CTCFL, XAGE3  e OIP5 em tecidos normais 
A expressão dos quatro genes CTA selecionados foi investigada por RT-PCR em um 
painel de 15 tecidos normais distintos. Conforme pode ser observado na Figura 6, alguns 
tecidos normais apresentaram expressão de alguns genes CTA. Foi detectada uma baixa 
expressão de ACTL8 em cólon normal, músculo esquelético, bexiga, glândula adrenal, timo, 
útero e pâncreas e de CTCFL em baço. Transcritos de OIP5 estavam presentes na glândula 
adrenal e no intestino delgado, enquanto XAGE3 estava expresso no músculo-esquelético, 
bexiga, pulmão, timo, útero e mama. A expressão destes genes CTA não foi detectável nos 
demais tecidos normais estudados. 
4 CTA 
5% 
3 CTA 
17% 
2 CTA 
25% 
1 CTA 
39% 
0 CTA 
14% 
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Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose 2% contendo 1 µL/mL de SYBR Safe 10.000X (Life Technologies) 
mostrando o resultado da amplificação de fragmentos dos genes CTCFL, XAGE3, OIP5 e ACTL8 em amostras 
de tecidos normais de diferentes órgãos. cDNA de testículo (20BT, Clontech) utilizado como controle positivo. 
-ACTINA foi usado como controle de carregamento no gel.  
 
4.6. Análise imuno-histoquímica da proteína CTCFL 
 
A técnica de RT-PCR é um método sensível para a detecção de moléculas de RNAm, 
mas com o intuito de verificar a expressão dos genes CTA ao nível proteico, foi realizada 
uma análise por IMH a partir de amostras de parafina de GBM (92), astrocitoma anaplásico 
(15), astrocitomas de grau II (48) e astrocitomas de grau I (38). A expressão da proteína 
CTCFL foi a única avaliada, pois anticorpos contra XAGE3, OIP5 e ACTL8 não estavam 
disponíveis comercialmente para ensaios de imuno-histoquímica.  
A reação de imuno-histoquímica utilizando o anticorpo CTCFL apresentou um 
padrão de coloração difuso com predomínio no citoplasma, estando presente em 13% 
(12/92) dos casos de GBM. Imuno-histoquímica para CTCFL foi negativa em todas as 
amostras de astrocitoma anaplásico (0/15), astrocitoma difuso (0/48), astrocitoma pilocítico 
(0/38) e também entre as amostras cerebrais normais (0/40) examinadas (Figura 7). 
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Figura 7 – Imuno-histoquímica com anticorpo anti-CTCFL em gliomas e tecido cerebral normal. (A, B) 
Amostras de GBM com reação positiva com padrão citoplasmático e difuso. Ausência de expressão de CTCFL 
em amostras de GBM (C), astrocitoma anaplásico (D), astrocitoma difuso (E) e tecido cerebral normal (F). 
Ampliação: 50 m (B, D, F) e 100 m (A, C, E). 
 
 
4.7. Associação entre a expressão de genes CTA e variáveis clínicas 
O teste do qui-quadrado e o teste exato de Fisher foram utilizados para avaliar as 
associações entre as características clínicas de pacientes com GBM e as variáveis 
moleculares. Variáveis prognósticas como idade e Índice de Karnofsky foram dicotomizadas, 
baseadas na literatura, em <50 e ≥50 anos e KPS ≤70 e >70, respectivamente. Variáveis 
relacionadas com o tratamento foram dicotomizadas conforme a extensão da ressecção 
(biópsia versus ressecção completa ou parcial), tratamento com quimioterapia (sim ou não) e 
tratamento com radioterapia (sim ou não). Além dos 4 genes em questão, uma variável 
molecular foi criada baseada no número de genes CTA expressos em cada amostra (co-
expressão de 0-2 genes ou coexpressão de 3-4 genes CTA). Conforme demonstrado na 
tabela 4, as variáveis moleculares estavam distribuídas de forma semelhante entre os 
parâmetros clínicos analisados. 
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Tabela 4 – Relação entre as variáveis moleculares e características clínicas dos pacientes com GBM. 
 
Como esperado para uma população de casos de GBM, uma associação significativa 
entre características clínicas e a sobrevida global dos pacientes foi observada (Figura 8). 
Idade < 50 anos foi associada com melhor mediana de SG em relação aos pacientes com ≥ 
50 anos (59 versus 25 semanas; HR 0.49; IC 95% 0.27-0.90, p=0.024). Aumento da mediana 
de sobrevida foi evidenciado também entre os pacientes com KPS > 70 versus ≤ 70 (55 
versus 23 semanas; HR 0.49; IC 95% 0.27-0,91; p=0.016). 
  Também foi observada uma melhora significativa na mediana de sobrevida global 
daqueles pacientes que receberam tratamento: cirurgia versus biópsia (44 versus 8 semanas; 
HR 0.22; IC 95% 0.06-0.82; p<0.0001), radioterapia versus ausência de tratamento com 
radioterapia (55 versus 8 semanas; HR 0.16; IC 95% 0.05-0.47; p<0.0001) e quimioterapia 
versus ausência de tratamento com quimioterapia (62 versus 15 semanas; HR 0.25; IC 95% 
0.13-0.50; p<0.0001), conforme demonstrado na Figura 9. 
 
ACTL8 (+) ACTL8 (-) CTCFL (+) CTCFL  (-) OIP5  (+) OIP5  (-) XAGE3  (+) XAGE3 (-) 3-4 CTA 0-2 CTA
Idade
<50 anos 7 3 4 8 7 6 7 6 6 4
≥50 anos 14 13 3 31 19 16 16 19 22 4
p
KPS
>70 6 8 4 17 14 7 12 9 4 10
≤70 15 8 3 21 11 15 10 16 4 18
p
Cirurgia
Ressecção 15 14 6 29 21 16 18 19 7 21
Biópsia 6 2 1 9 4 6 4 6 1 7
p
Radioterapia
Sim 13 10 6 24 18 12 17 13 7 16
Não 8 6 1 16 7 10 5 12 1 12
p
Quimioterapia
Sim 9 7 4 16 13 7 9 11 4 12
Não 12 9 3 22 12 15 13 14 4 16
p 0.779 0.682 0.271 0.934 1
0.760 0.395 0.348 0.676 0.212
0.422 1 0.479 0.729 0.651
0.322 0.688 0.170 0.326 0.683
 0.461 0.064 0.765 0.860 0.179
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Figura 8 - Análise da sobrevida global dos pacientes em relação ao KPS e idade.  
 
 
Figura 9 - Análise da sobrevida global dos pacientes em relação a extensão da cirurgia realizada, 
tratamento com radioterapia e tratamento com quimioterapia. 
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A investigação da correlação da expressão dos quatro genes CTA selecionados, 
individualmente ou em número de genes coexpressos, com a sobrevida global mostrou que 
pacientes OIP5-positivos tiveram um período maior sobrevida do que o grupo 
OIP5-negativo (48 versus 23 semanas; HR 0.53; IC 95% 0.28-1.01; p=0.032). Além disso, 
os pacientes cujos tumores coexpressavam 3-4 genes CTA também mostraram uma melhor 
mediana de sobrevida global quando comparados ao grupo de 0-2 CTA expressos (100 
versus 26 semanas; HR 0.36; IC 95% 0.17-0.74; p=0.017); conforme demonstrado na Figura 
10. A positividade para ACTL8, CTCFL e XAGE3 não mostrou diferença com significância 
estatística para SG nesta coorte.  
Visando identificar fatores prognósticos independentes de sobrevida, as variáveis 
clínicas (idade, KPS, extensão da ressecção, radioterapia e quimioterapia) e variáveis 
moleculares (expressão de OIP5 e coexpressão de 3-4 genes CTA) foram analisadas pelo 
modelo de riscos proporcionais de Cox. Esta análise multivariada de sobrevida revelou que a 
coexpressão de 3-4 genes CTA (HR 0.3; IC 95% 0.093-0.963; p=0.044), radioterapia (HR 
0.16; IC 95% 0.04-0.65; p=0.010) e quimioterapia (HR 0.10; IC 95% 0.03-0.41; p=0.001) 
permaneceram como preditores independentes de sobrevida global (Tabela 5). 
 
 
Tabela 5 – Análise multivariada de sobrevida global pelo modelo de regressão 
de Cox 
  
Variável HR IC 95% p 
    
Radioterapia 0.16 0.04-0.65 0.010 
    
Quimioterapia 0.10 0.03-0.41 0.001 
    
3-4 genes CTA 0.30 0.093–0.963 0.044 
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Figura 10 - Análise da sobrevida global dos pacientes em relação ao status da expressão dos genes ACTL8, 
CTCFL, OIP5, XAGE3 e coexpressão dos CTA. 
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5. DISCUSSÃO 
Apesar da maior compreensão dos mecanismos genéticos e moleculares envolvidos 
no processo de carcinogênese e dos recentes avanços terapêuticos e diagnósticos, o 
glioblastoma continua sendo um tumor que apresenta uma alta taxa de letalidade. Assim 
sendo, é mister buscar por tratamentos mais eficazes para tratar esta doença de prognóstico 
reservado. 
As vacinas tumorais representam uma opção terapêutica promissora devido a baixa 
toxicidade associada ao fato de terem o potencial para contornar a resistência cruzada às 
drogas e à capacidade de persistência do efeito antitumoral causada pela memória 
imunológica
 (48)
. Vários estudos de vacinas tumorais contra glioblastomas vêm sendo 
conduzidos utilizando diferentes estratégias 
(49, 50)
. Recentemente, um ensaio fase I avaliou 
uma vacina com células dendríticas multi-epítopos-pulsada (que incluía peptídeos sintéticos 
de MAGEA1), demonstrando a viabilidade dessa estratégia 
(51)
. 
Com o objetivo de identificar novos antígenos tumorais, o presente estudo avaliou a 
expressão de um amplo painel de genes CTA em um grande número de amostras de GBM.  
Os dados de expressão, aqui apresentados, são semelhantes aos resultados de CTA 
previamente estudados em GBM, como exemplo, BAGE e CTAG1, que estavam expressos 
em poucas amostras no nosso estudo, e também foram expressos em menos de 10% das 
amostras de glioblastoma no estudo de Syed et al. (2012) 
(38)
. 
MAGEA1 estava expresso em apenas 6% dos casos avaliados, sendo que em outros 
estudos a frequência de expressão variou entre zero 
(37)
, 16% 
(38)
 e 38% 
(39)
. A divergência 
entre estas frequências não está relacionada aos primers, uma vez que todos utilizaram a 
mesma sequência, contudo, a ausência de expressão descrita por Scarcella et al. (1999) pode 
ser atribuída ao fato de ter utilizado apenas 30 ciclos de amplificação, o que pode ter 
diminuído a sensibilidade de detecção 
(52)
 em comparação ao padronizado de 35 ciclos 
(30)
. 
Por outro lado, a explicação para a alta frequência de expressão reportada por Chi é de que 
possa ser resultado de um efeito seletivo de uma amostra pequena 
(37, 38)
.  
Os genes SPINLW1, ROPN1, ZNF165 e PBK foram identificados como expressos 
em cérebro normal, sendo este achado possível, embora não previamente descrito, pois de 
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acordo com o CTDatabase 
(30)
, estes CTA são descritos como câncer-testículo seletivo. 
Surpreendentemente, a expressão de CXORF48, DDX53 e FTHL17 também foi evidenciada 
nas amostras de cérebro normal, embora estes CTA estejam classificados como câncer-
testículo restrito 
(30)
. Tal achado pode ser resultado da maior disponibilidade de dados 
referentes à expressão destes genes. À medida que mais dados de expressão ficam 
disponíveis, genes CTA, originalmente descritos com perfil de expressão restrito, estão 
sendo detectados em tecidos adicionais, resultando em uma alteração da classificação dos 
genes de um perfil restrito ao testículo para um perfil preferencialmente no testículo 
(29)
. 
 Em relação aos quatro CTA (ACTL8, CTCFL, OIP5 e XAGE3) com elevada 
expressão em GBM e expressão ausente em tecido cerebral normal em nossa amostra, não 
há dados disponíveis na literatura para comparação, uma vez que não haviam sido avaliados 
previamente em glioblastomas 
(30)
. A expressão de ACTL8 foi evidenciada em tumores de 
mama e pulmão, enquanto que a expressão de XAGE3 foi detectada apenas em linhagens 
celulares derivadas de tumores de pulmão, rim, intestino delgado e cólon 
(30)
. Estudos 
anteriores demonstraram elevada expressão de OIP5 em câncer cólon-retal, pulmão, esôfago 
e gástrico 
(53, 54)
. CTCFL está presente em tumores ginecológicos, de mama, estômago, 
cabeça e pescoço, pulmão e em melanomas 
(30)
. 
Em relação à função destes genes, ACTL8 e XAGE3 são genes com papel biológico 
desconhecido até o momento. OIP5 parece estar envolvido na reorganização da cromatina 
durante o ciclo celular, desempenhando papel no crescimento das células tumorais 
(53)
.  
CTCFL, também conhecido como BORIS, é um regulador da transcrição que dirige a 
reprogramação epigenética em locais alvo CTCF em tecidos normais e tumorais 
(55, 56)
. Além 
disso, está envolvido na ativação de outros genes CTA, proliferação celular e 
espermatogênese 
(26, 55)
. A expressão de CTCFL é observada na maioria dos tecidos tumorais 
e linhagens celulares testadas até hoje e este perfil de expressão associado ao papel essencial 
que desempenha nos tumores faz com que este CTA seja considerado como uma molécula 
alvo bastante atrativa para ser utilizado em abordagens baseadas em imunoterapia em 
diversos tumores 
(57)
. Importante destacar que, CTCFL é um dos antígenos presentes em 
uma lista desenvolvida pelo NCI (National Cancer Institute) com o objetivo de classificar 
antígenos com maior potencial para serem utilizados como agentes imuno-terapêuticos 
(58)
. 
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De acordo com os nossos resultados de expressão destes quatro genes, 86% dos 
casos de GBM foram positivos para a expressão de pelo menos um destes quatro genes. 
Além disto, 47% dos tumores investigados coexpressavam pelo menos dois destes CTA. 
Estes dados são interessantes, pois permitem supor que uma vacina baseada nestes antígenos 
poderia ser eficaz em muitos pacientes com GBM 
(59)
. 
Embora não tenham sido detectados transcritos destes quatro CTAs em tecido 
cerebral normal, é importante ressaltar que o padrão de expressão desses quatro genes em 
tecidos normais não é restrito ao testículo, uma vez que foram detectados em alguns tecidos 
normais, sendo classificados como “CTA testículo seletivo” (29). Entre os 15 tecidos adultos 
normais testados neste estudo, CTCFL foi encontrado expresso apenas no baço, enquanto 
uma expressão fraca de XAGE3, ACTL8 e OIP5 pode ser detectada em outros tecidos 
adultos normais. De acordo com Caballero et al. (2009), muitos genes CTA apresentam 
níveis baixos de expressão em um número limitado de tecidos somáticos, contudo, o 
significado biológico deste baixo nível de expressão de CTA nunca foi confirmado 
(21)
. 
Curiosamente, alguns estudos falharam em observar uma clara correlação entre os 
níveis de expressão de RNAm e de proteínas de antígenos tumorais 
(38, 60)
. Embora tenhamos 
analisados a expressão gênica e proteica em coortes distintas, os nossos dados mostraram 
frequências semelhantes nos níveis de expressão de RNAm e da proteína de CTCFL (15% e 
13%, respectivamente). Além disto, a expressão de CTCFL só foi detectada nas amostras de 
GBM, estando ausente em todos os casos de astrocitomas menos indiferenciados 
(astrocitomas grau I, II ou III). Este resultado é consistente com observações prévias de que 
antígenos CTA são mais frequentemente expressos em tumores de alto grau histológico e em 
estadios mais avançados 
(61, 62)
. Por exemplo, a expressão de MAGEA1 foi identificada em 
48% dos casos de melanoma metastático e em apenas 16% dos casos de melanoma primário 
(63)
, enquanto que NY-ESO-1 foi encontrado expresso em 40% dos tumores de bexiga de 
grau 3, em 23% dos casos grau 2 e em nenhum dos tumores grau 1 
(64)
. 
Além do potencial terapêutico, os antígenos tumorais também podem ser úteis como 
marcadores moleculares. Estudos em mieloma múltiplo, câncer de ovário, câncer de pulmão, 
câncer de cabeça e pescoço e câncer gástrico descrevem uma associação entre a expressão 
de CTA e um pior prognóstico para os pacientes 
(65-69)
. Este efeito negativo na sobrevida 
pode ser explicado pelo fato destes genes estarem envolvidos em diferentes processos da 
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carcinogênese relacionados a um prognóstico desfavorável, como resistência à apoptose, 
resistência à quimioterapia, migração e proliferação 
(22)
. Por outro lado, a associação da 
expressão de CTA com um prognóstico favorável é algo incomum, sendo relatada em 
pacientes com carcinoma urotelial que expressavam CT10 
(70)
.  
Nosso estudo identificou uma associação significativa entre a coexpressão de 3-4 
CTA e uma maior sobrevida global em pacientes com GBM, sugerindo que esta análise 
pode ser utilizada como indicador de prognóstico para os pacientes com este tumor. Esta 
relação positiva entre a expressão de 3-4 CTA e uma maior sobrevida global, embora 
necessite de estudos adicionais com maior número de pacientes, fortalece a possibilidade 
destes antígenos serem utilizados como alvos terapêuticos, uma vez que também nos permite 
especular que a presença desses CTA nos glioblastomas pode ter desencadeado uma resposta 
imune espontânea contra as células tumorais, a qual pode se responsável por este impacto 
favorável no prognóstico. 
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6. CONCLUSÕES 
 
- BRDT, CSAG2, CTAG1, CT45, CXORF61, MAGEA2, MAGEB4, SLCO6A1, SPANX N1, 
SPANX N2, SPANX N3, SPANX N4, SSX7 não estão expressos em GBM, enquanto que 
MAGEA1, MAGEB6, BAGE, SPO11, NFX2 e XAGE1 estão expressos em poucos casos; 
 
- CXORF48, SPINLW1, FTHL17, ROPN1, DDX53, ZNF165 e PBK estão frequentemente 
expressos em GBM, porém também estão expressos no tecido cerebral normal; 
 
- ACTL8, CTCFL, OIP5 e XAGE3 são genes comumente expressos em glioblastoma e não 
estão expressos no tecido cerebral normal;  
 
- A expressão da proteína CTCFL foi semelhante à expressão de RNAm em amostras 
independentes de GBM;    
 
- A expressão de OIP5 e a expressão de 3-4 CTA foram associadas a um aumento na 
sobrevida global dos pacientes com GBM, e a expressão de 3-4 CTA permaneceu como 
fator independente associado ao prognóstico dos pacientes na análise multivariada; 
 
- ACTL8, CTCFL, OIP5 e XAGE3 são candidatos promissores para serem utilizados como 
antígenos tumorais no tratamento de glioblastomas. 
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8. ANEXOS  
  
  
 
  
 
  
 
  
  
 
 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO PAULO 
ESCOLA PAULISTA DE MEDICINA  
HOSPITAL SÃO PAULO 
              
 
Informações ao paciente ou responsável 
 
Termo de Consentimento livre e esclarecido 
 
EXPRESSÃO DE GENES CÂNCER-TESTÍCULO EM GLIOBLASTOMAS 
 
Para obter um maior conhecimento sobre tumores, os médicos e pesquisadores deste 
hospital desenvolvem pesquisas clínicas científicas. O objetivo da pesquisa que está sendo 
realizada é avaliar as alterações genéticas do tumor. Através destas pesquisas espera-se 
conhecer melhor as causas dos tumores e, portanto, oferecer novas possibilidades de 
diagnóstico e tratamento, bem como melhor avaliação do prognóstico do paciente. Estes 
estudos são realizados nos tumores removidos durante as cirurgias ou em material biológico 
(por exemplo sangue) colhido durante a internação. Essas informações estão sendo 
fornecidas para que o Sr (a). (ou seu parente) decida se quer participar voluntariamente deste 
estudo. 
Leia atentamente as informações aqui contidas, pedindo esclarecimentos sempre que 
surgirem dúvidas. 
O Sr. (a) (ou seu parente) foi internado (a) neste hospital para uma cirurgia de um 
provável tumor cerebral. Durante a internação serão realizados exames laboratoriais e 
durante a cirurgia serão retirados fragmentos utilizados para a tentativa de um diagnóstico 
definitivo. A parte do material retirado que não for utilizada para o diagnóstico será 
congelada e armazenada para novos exames que podem ser necessários no futuro ou para 
pesquisa científica. 
A obtenção e o estudo deste material (fragmentos do tumor e sangue) não implicarão 
em riscos adicionais no tratamento ou na cirurgia. Também não implicará em aumento no 
tempo da operação ou na extensão da cirurgia.  
Este material será identificado no laboratório por um código formado por números e 
letras para preservar a sua privacidade e identidade. A eventual inclusão dos resultados em 
publicação científica será feita de modo a manter o seu anonimato.  
Concordando com o uso do material do modo descrito, é necessário esclarecer que 
não haverá despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo 
exames e consultas. O Sr. (a) (ou seu parente) também não terá quaisquer benefícios ou 
direitos financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se o Sr.(a) (ou 
seu parente) não concordar em doar material para pesquisa, esta decisão não influenciará, de 
nenhum modo, o seu tratamento.  
O Sr (a). (ou seu parente) terá o direito de ser informado sobre os resultados parciais 
das pesquisas, que sejam do conhecimento dos pesquisadores e sobre o resultado de seus 
exames. 
 Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal de São Paulo – Escola Paulista de Medicina. 
Os principais investigadores são o Dr. André Luis Vettore e Dra. Suzana M. F. 
Malheiros, que podem ser encontrados no Hospital São Paulo, laboratório de Biologia 
Molecular do Câncer (telefone 5539-6151) e ambulatório de Neurologia (telefone 
5576.4139), respectivamente. Se o Sr (a). tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética 
  
da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 
572 - 1
o
 andar, conj. 14 Ed. Paulista Liberal Center –, 5576-4564, 5571-1062, FAX: 5539-
7162. 
O Sr. (a) receberá uma cópia deste documento e o original será arquivado em seu 
prontuário. Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou 
que foram lidas para mim. Eu discuti com os médicos a minha decisão em participar nesse 
estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a 
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de 
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta de 
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário. 
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento 
a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo no meu 
atendimento neste serviço. 
 
 
 
 
___________________________________       
 
Assinatura do paciente/representante legal  
 
 
 
 
Data         /       /        
________________________________ 
Assinatura da testemunha 
                        
Data         /       /        
 
 
 
(Somente para o responsável do projeto)  
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 
 
 
________________________________ 
Assinatura do responsável pelo estudo 
                
 
                               
Data         /       /        
 
  
  
  
 
 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO PAULO 
ESCOLA PAULISTA DE MEDICINA  
HOSPITAL SÃO PAULO 
              
 
Informações ao paciente ou responsável 
 
Termo de Consentimento livre e esclarecido 
 
EXPRESSÃO DE GENES CÂNCER-TESTÍCULO EM GLIOBLASTOMAS 
 
Para obter um maior conhecimento sobre tumores, os médicos e pesquisadores deste 
hospital desenvolvem pesquisas clínicas científicas. O objetivo da pesquisa que está sendo 
realizada é comparar as alterações genéticas do cérebro de uma pessoa que não tenha tumor 
(neste caso o seu), com o cérebro de pacientes que tenham tumores cerebrais. Através destas 
pesquisas espera-se conhecer melhor a causa dos tumores e, portanto, oferecer novas 
possibilidades de diagnóstico e tratamento, bem como melhor avaliação do prognóstico do 
paciente.   
Essas informações estão sendo fornecidas para que o Sr (a). (ou seu parente) decida 
se quer participar voluntariamente deste estudo. 
Leia atentamente as informações aqui contidas, pedindo esclarecimentos sempre que 
surgirem dúvidas. 
O Sr. (a) (ou seu parente) foi internado(a) neste hospital para uma cirurgia de 
epilepsia. Durante a internação serão realizados exames laboratoriais e durante a cirurgia 
serão retirados fragmentos doentes do seu cérebro para diagnostico e controle da sua 
epilepsia. A parte do material retirado que não for utilizada para o diagnóstico será 
congelada e armazenada para novos exames que podem ser necessários no futuro ou para 
pesquisa científica. 
A obtenção e o estudo deste material (fragmentos do cérebro operado e sangue) não 
implicarão em riscos adicionais no tratamento ou na cirurgia. Também não implicará em 
aumento no tempo da operação ou na extensão da cirurgia.  
Este material será identificado no laboratório por um código formado por números e 
letras para preservar a sua privacidade e identidade. A eventual inclusão dos resultados em 
publicação científica será feita de modo a manter o seu anonimato.  
Concordando com o uso do material do modo descrito, é necessário esclarecer que 
não haverá despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo 
exames e consultas. O Sr. (a) (ou seu parente) também não terá quaisquer benefícios ou 
direitos financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se o Sr.(a) (ou 
seu parente) não concordar em doar material para pesquisa, esta decisão não influenciará, de 
nenhum modo, o tratamento. 
O Sr (a). (ou seu parente) terá o direito de ser informado sobre os resultados parciais 
das pesquisas, que sejam do conhecimento dos pesquisadores e sobre o resultado de seus 
exames. 
 Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal de São Paulo – Escola Paulista de Medicina. 
O Sr. (a) receberá uma cópia deste documento e o original será arquivado em seu 
prontuário.  
  
Os principais investigadores são o Dr. André Luis Vettore e Dra. Suzana M. F. 
Malheiros, que podem ser encontrados no Hospital São Paulo, laboratório de Biologia 
Molecular do Câncer (telefone 5539-6151) e ambulatório de Neurologia (telefone 
5576.4139), respectivamente. Se o Sr (a). tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética 
da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 
572 - 1
o
 andar, conj. 14 Ed. Paulista Liberal Center –, 5576-4564, 5571-1062, FAX: 5539-
7162. 
O Sr. (a) receberá uma cópia deste documento e o original será arquivado em seu 
prontuário.  
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que 
foram lidas para mim. Eu discuti com os médicos a minha decisão em participar nesse 
estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a 
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de 
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta de 
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário. 
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento 
a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo no meu 
atendimento neste serviço. 
 
 
 
__________________________________     
Assinatura do paciente/representante legal 
         
 
        
Data         /       /        
________________________________ 
Assinatura da testemunha 
               
Data         /       /        
 
(Somente para o responsável do projeto)  
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 
 
________________________________ 
Assinatura do responsável pelo estudo 
               
Data         /       /        
 
 
 
 
 
  
  
Oncotarget. 2013 Apr;4(4):636-46. 
Expression of Cancer/Testis Antigens is Correlated with 
Improved Survival in Glioblastoma. 
Freitas M, Malheiros S, Stávale JN, Biassi TP, Zamunér FT, de Souza Begnami M, Soares 
FA, Vettore AL. 
Source 
Cancer Molecular Biology Laboratory, Department of Science Biology, Federal University of São 
Paulo, Rua Pedro de Toledo, São Paulo, SP, Brazil. 
Abstract 
Background: Glioblastoma (GBM) confers a dismal prognosis despite advances in current 
therapy. Cancer-testis antigens (CTA) comprise families of tumor-associated antigens that are 
immunogenic in different cancers. The aim of this study was to determine the expression profile of a 
large number of CTA genes in GBM. Methods: We selected, from 153 CTA genes, those genes 
potentially expressed in GBM. The expression pattern of 30 CTA was then evaluated by RT-PCR in 
a series of 48 GBM and 5 normal brain samples. The presence of CTCFL protein was also evaluated 
by immunohistochemical staining. Results: Among the genes with no expression in normal brain, 
ACTL8 (57%), OIP5 (54%), XAGE3 (44%) and CTCFL (15%) were frequently expressed in GBM, 
while over 85% of the tumors expressed at least 1 of these four CTA. Coexpression of two or more 
CTA occurred in 49% of cases. CTCFL protein expression was detected in 13% of the GBM and was 
negative in normal brain samples. GBM expressing 3-4 CTA was associated with significantly better 
overall survival (OS) rates (P = 0.017). By multivariate analysis, mRNA positivity for 3-4 CTA (P = 
0.044), radiotherapy (P = 0.010) and chemotherapy (P = 0.001) were independent prognostic factors 
for OS. Conclusions: GBM frequently express ACTL8, OIP5, XAGE3 and CTCFL. A relatively high 
percentage of tumors expressed at least one of these four CTA, opening the perspective for their 
utility in antigen-specific immunotherapy. Furthermore, mRNA positivity for 3-4 CTA is an 
independent predictor of better OS for GBM patients. 
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http://www.impactjournals.com/oncotarget/index.php?journal=oncotarget&page=article&op
=view&path[]=950 
 
